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1ͲGeneracióndeunmodeloanimalparaelestudio
deneoplasiasepitelialesinducidasporlapérdidade
PTEN
Eldesarrollodemodelosmurinosquereproduzcanlabiologíadelostumoreshumanos
hasidounavancecrucialenlaprogresióndelconocimientodelabiologíadelcáncer.
Suusopermitecomprenderlosmecanismosquecausanlaenfermedad,perotambién
identificarnuevasestrategiasterapéuticasydiagnósticasoestudiarlosmecanismosde
resistenciaa lasexistentes.En laprimerapartedeestetrabajo,sedescribeunnuevo
modeloanimalquepermiteladelecióndePTENdeformainducibleportamoxifenoen
tejidos epiteliales, resultando en un rápido desarrollo de hiperplasia endometrial y
carcinoma intraepitelialenhembras,PINenmachosehiperplasianodulardetiroides
enambosgéneros.
LasalteracionesmolecularesdePTENsonmuy frecuentesencáncerdeendometrio,
de forma que más del 60% de los casos presentan mutaciones somáticas del gen
(CancerGenomeAtlasResearchNetworketal.,2013).Hastalafecha,sóloseconocen
dosmodelosquepermitan ladeleciónbialélicadePTENendichotejido.Porun lado,
sehaconseguido ladelecióncondicionaldelgenencélulasqueexpresanelreceptor
deprogesterona,medianteel crucedel knockͲout condicionaldePTEN con ratones
que expresan la Cre bajo el control del promotor de la progesterona (PRͲCre+/Ͳ)
(Daikoku et al., 2008). Por otro, también se ha empleado el sistema inducible por
tamoxifenoR26CreͲERT(Luetal.,2007),peroenestecasoesunadeleciónubicuadel
genen todoelorganismo, controlando solamenteelmomentoenelque se induce
dichaalteración.En losdoscasos, las ratonasdesarrollancarcinomadeendometrio,
aunqueel tiempode latenciade laenfermedaddifiereentreunoyotro.Unade las
limitacionesdeambosmodelosesque,aniveluterino,provocan lapérdidadePTEN
tanto en el compartimento epitelial como en el estroma. Los carcinomas de
endometrio,al igual quetodos losadenocarcinomas,aparecencomoresultadode la
acumulación de mutaciones en células epiteliales, siendo éstas las que forman el
tumor. En este sentido, la deleción de PTEN en el estroma uterino no induce la
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formación de tumores (Daikoku et al., 2011), pero no se puede menospreciar la
influencia del mismo sobre el proceso neoplásico. Actualmente, la influencia del
estroma y el microambiente tumoral sobre el desarrollo de la enfermedad está
ampliamenteaceptada(Bhowmicketal.,2004).Unejemploseobservaencáncerde
mama,enelcual la inactivaciónespecíficadePTENenelestromaaceleraelproceso
tumoral. (Trimbolietal.,2009;Wallaceetal.,2011)Esprobableque ladeleciónde
PTEN en las células del estroma endometrial, así como prostático, afecte a la
progresión tumoral de las células epiteliales. La inactivación del gen de forma
específicaenelcomponenteepitelialescrucialparapoderentender losmecanismos
autónomos implicados en carcinogénesis.  Hasta el momento, la deleción de PTEN
exclusivamente en células endometriales epiteliales sólo se había conseguido
mediante experimentos de recombinación tisular, en los cuales células epiteliales
deficientes en PTEN fueron recombinadas con un células salvajes de estroma e
implantadasbajo lacápsula renalde ratones inmunodeficientes (Memarzadehetal.,
2010). Este tipo demodelos, no obstante, también tienen limitaciones y el empleo
ratones receptores inmunocomprometidos hace que el tumor se desarrolle en un
microambientealterado,carentedecitoquinaspresentesnormalmenteque,comose
discutirá en capítulos posteriores, también tienen un efecto importante sobre el
procesoneoplásico.Deestemodo,nuestromodelo,ofreceunaherramientavaliosa
paraestudiarlosmecanismosautónomosdecarcinogénesisinducidaporlapérdidade
PTENentiroides,próstatayendometrio.
El cáncer es una enfermedad clonal que aparece a partir de una célulamutada. A
excepciónde los individuosconsíndromesautosómicos, lasmutacionesseproducen
de manera puntual en una o varias células que conviven con tejido sano. En este
sentido,losmodelosknockͲoutoknockͲinnoreproducencontotalfidelidadelproceso
tumoral,yaqueelgenseinactivaentodaslascélulasdelorganismo.Nuestromodelo
CreͲERTPTENf/f superaesta limitación,de formaque lapérdidadePTEN seproduce
sólo en algunas células de cada tejido. Así, una única glándula endometrial es un
mosaicodecélulasquecarecendePTENaladodecélulasqueretienenlaexpresiónde
laproteína.Ennuestromodelo, lascélulasque retienen laexpresiónde la fosfatasa
muestran un fenotipo completamente normal, demostrando que la carcinogénesis
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surge exclusivamente de células deficientes en PTEN. Otra de las limitaciones de
algunosmodelos animales esque la inactivacióndel gen seproduce a edadesmuy
tempranas. En humanos, la mayoría de cánceres aparecen en adultos, aunque no
podamosindicarconexactitudelmomentoenelqueseestablecieronlasmutaciones
causantesde losmismos.Ennuestromodelo, la inducciónde lapérdidadePTENse
produce en animales de edad adulta, por lo que imita fielmente la aparición de la
enfermedadenpersonas.
ElmodeloCreͲERTPTENf/frequiereelusodetamoxifenocomoinductordelaactividad
recombinasa. Estamoléculaesun análogode los estrógenos ampliamenteutilizado
como tratamiento adyuvante en el cáncer de mama, ya que reduce el riesgo de
apariciónderecidivasymetástasis(LewisandJordan,2005).Sinembargo,apesarde
suelevadoíndiceterapéutico,eltamoxifenoseasociaconunincrementodeldoblede
riesgo de desarrollar cáncer de endometrio y puede causar hiperplasia en mujeres
postmenopáusicas (Houssamietal.,2006;Kedaretal.,1994;Vosseetal.,2002).En
ratones, la inyección de tamoxifeno en animales neonatos, provoca la aparición de
adenocarcinoma de endometrio a partir de los 14meses de edad (Newbold et al.,
1997). En nuestro caso, uno de los riesgos era que el propio inductor del sistema
contribuyera al proceso tumoral. No obstante, esta opción quedó descartada al
analizar animalesCreͲERTͲ/ͲPTENf/finyectados con tamoxifeno. Elúterode todas las
ratonasmostróunahistologíanormal,análogaalgruponoinyectado.Estaobservación
puededeberse,enparte,aqueeltamoxifenoseadministraenunaúnicadosisynode
formacontínua.Otrofactoratenerencuentaesqueennuestrocaso,losanimalesse
analizan a las 8 semanas después del tratamiento, mientras que otros trabajos no
observanlesionescausadasportamoxifenohastalos14mesesdeedad.
El uso de una animal reportero nos permitió observar que una sola inyección de
tamoxifeno produce la ablación de PTEN en diversos tipos celulares epiteliales. Sin
embargo, sólodetectamos carcinomasdeendometrio,PINehiperplasianodularde
tiroides, pero no observamos crecimiento neoplásico en otros órganos epiteliales
comolosriñones,pulmónocolon.Trabajospreviosenelcampohandemostradoque
lainactivacióndePTENencolon(Saitoetal.,2003;Yuetal.,2014)opulmón(Cuietal.,
2014;Xuetal.,2014)provocaeldesarrollodetumoresendichosórganos,asícomo
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esteatosishepáticaencasodedeleciónenelhígado(Stilesetal.,2004).Existenvarias
explicacionesposiblesparaestasdiferencias.Porunlado,lasensibilidaddecadatejido
alapérdidadelgeninfluyeeneldesarrollodelapatología.Tantoelendometriocomo
lapróstataylatiroidessontejidosmuysensiblesalainactivacióndePTEN,algoquese
vereflejadoenelelevadoporcentajedepacientesquemuestranalteracionesdelgen.
Enelcasodeotrosórganos,laaparicióndeneoplasiaspuederequerirmástiempoy/o
factores adyuvantes del proceso tumoral como mutaciones secundarias, lo cual
explicaría laausenciadeestosfenotiposennuestromodelo.Otraposibleexplicación
para estas diferencias es la variación entre el fondo genético de los animales
empleados.Sehademostradoqueelfondogenéticoafectaaldesarrollodetumores
causadosporlaperdidadePTENenratón(Freemanetal.,2006).LaexpresiónespacioͲ
temporal de la CRE puede ser diferente dependiendo de este factor (Hébert and
McConnell,2000;Smith,2011;Wangetal.,2010),provocandodiferentespatronesde
recombinación tanto en los ratones que expresan la CRE como los que aportan las
secuencias LoxP. En nuestro caso, la inactivación inducible de PTEN, se consiguió
empleandounacepatransgénicaderatonesqueexpresanCreͲERTbajoelpromotorde
la beta actina de pollo (CAG).Debido a que la beta actina es un gen de expresión
ubicua,teóricamente laCrerecombinasatendríaqueserexpresadade formaubicua
en lamayoríade tejidos tantoenestadiosembionarios comoen individuos adultos
(Hayashi and McMahon, 2002). Sin embargo, empleando un ratón reportero
fluorescente,detectamosactividadrecombinasaprincipalmenteencélulasepiteliales
de todo el organismo, pero apenas hubo actividad apreciable en células
hematopoyéticas,correlacionandototalmentecon lapérdidadePTENobservadapor
inmunohistoquímica. Esta falta de actividad no implica falta de expresión de la
recombinasaypuede justificarsenosóloporel fondogenéticode losanimales,sino
por la diferente sensibilidad de diferentes tejidos al tamoxifeno. En este sentido,
tejidos con mayor expresión de la proteína CreͲERT son, a priori, más sensibles al
inductor,de formaquedosismáselevadasde tamoxifenopodrían inducir actividad
recombinasaen todoelorganismo.Cabedestacar la importanciadequeennuestro
modelo no observamos escisión de PTEN en tejido hematopoyético. La ablación de
PTEN en células hematopoyéticas provoca el rápido desarrollo de neoplasias
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hematopoyéticas, como se discutirá en profundidad más adelante. Este tipo de
tumores suelen ser agresivos, reduciendo la esperanza de vida de los animales y
condicionandoeldesarrolloyestudiodeotrasneoplasias inducidaspor lapérdidade
PTEN.Ennuestrocaso, la faltadeactividadrecombinasaeneste tejido,nospermite
superar este tipode limitaciones.Aunque con ladosisde tamoxifeno empleadano
detectamos actividad CRE, no se puede descartar la posibilidad de que una dosis
mayordel inductoro variacionesenelfondogenéticode losanimalestengancomo
consecuencia la pérdida de PTEN en dicho tejido, con la consecuente aparición de
tumores.
En resumen, hemos desarrollado un nuestro modelo murino para estudiar los
mecanismosautónomosdetumorigénesis inducidapor lapérdidadePTENenútero,
próstata y tiroides. Además, tal y como se discutirá en apartados posteriores, este
modelo aportaunanuevaplataformaquepermitiráensayar losefectosdeposibles
tratamientosen tresórganosdiferentes, supoder terapéuticoo losmecanismosde
resistenciadesarrollados.


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2ͲGeneracióndeunmodeloanimalparaelestudio
deneoplasiashematopoyéticasinducidasporla
pérdidadePTEN

EltejidohematopoyéticoesaltamentesensiblealadeleccióndePTEN.Enelpresente
trabajo,hemosestablecidounmodeloanimalquepermiteinvestigarlosefectosdela
deleción condicional de PTEN en células hematopoyéticas. Al igual que en el caso
anterior,empleamoslatecnologíaCre/LoxP.Paraconseguirladelecióndelgendiana,
cruzamos ratones PTENf/f (Lesche et al., 2002) con un ratón knockͲin descrito
previamente,enelcuallarecombinasaseexpresaenellocusCD45(Yangetal.,2008).
CD45 codifica una proteína receptor de membrana con actividad fosfatasa que se
expresaen todas las célulashematopoyéticasnucleadas, incluidas las célulasmadre
hematopoyéticas y las poblacionesmieloides y linfoidesmaduras. Por estemotivo,
CD45 ha sido designado tradicionalmente como el leucocitario común (Leucocyte
CommonAntigen,LCA),empleadoparadistinguirlascélulashematopoyéticasdeotras
poblacionescontaminantes,yaseaporcitometríade flujoo inmunohistoquímica.En
nuestrocaso,elratónCD45:Cre+/ͲPTENf/fnospermitelaablaciónPTENexclusivamente
enel sistemahematopoyético, sinafectaraotros tejidosopoblacionescelulares.El
resultado fue el desarrollo de linfoma/leucemia T aguda en todos los animales, sin
evidenciasdecualquierotrotipodeneoplasiassólidasohematológicas.
Unadelaspreguntasqueseplanteanaraízdelosresultadosobtenidoses:porquéla
deleción condicional de PTEN en todas las  células CD45 provoca la aparición
solamente de neoplasias linfoides, pero no mieloides. Una de las posibilidades
consideradasfuequePTENnoestabasiendoanuladoencélulasmieloides,porque la
recombinasa no se expresaba de forma eficiente en dicha población celular. Sin
embargo,usandoelmodeloreporteromT/mGdescritopreviamenteenestetrabajo,
demostramos laCRE recombinasaestabaactuando tantoen célulasmieloides como
linfoides. No obstante, no podemos descartar totalmente que el fenotipo esté
influenciadoporelhechodequelarecombinaciónesmenorenellinajemieloideque
enel linfoide.Sibiennuestromodeloeselprimeroquepermite laablacióndePTEN
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exclusivamenteentejidohematopoyético,existenotrosmodelosanimalesanteriores
queestudianlasconsecuenciasdedichosilenciamiento,aunqueladepleciónafectaa
otrostejidos.Entreestosmodelos,unodelosmásutilizadoseselMx1ͲCre,enelcual
la recombinasa se induce en tejidos que responden a IFN, básicamente hígado y
célulashematopoyéticas.Enunprimer trabajo,sedemostróque losanimales Mx1Ͳ
Cre+/Ͳ PTENf/f desarrollan enfermedades mieloproliferativas que progresan,
principalmenteaAML(Yilmazetal.,2006)cuandolaablacióndelgenseproducealas
6Ͳ8 semanasdevida.Sinembargo,unsegundoestudioenelcual la inducciónde la
recombinasaseproducea las3semanasdeedadmostróresultadoscontradictorios,
yaque lamayoríade los ratonesdesarrollaronpatologíasde tipo linfoideenvezde
mieloide(Zhangetal.,2006).Otrode losmodelosutilizadoseselratónVEͲcadherinͲ
cre,enelcualsesilenciaPTENenhígado,sistemahematopoyéticoycirculatoriodesde
eldesarrollofetal.Enestecaso,losanimalesqueexpresanlarecombinasadesarrollan
TͲALLconunaincidenciadel74%ylaenfermedadaparecedeformamástardíaqueen
losMx1ͲCre(Guoetal.,2008).OtrosmodelosmásrecientescomoelVavͲiCre(Tanget
al.,2013)ySclͲCreERT(Tesioetal.,2013)enloscualesladelecióndePTENseproduce
desdeeldesarrollofetaloaunaedadtemprana,muestranunfenotipoequivalente,de
formaquelosanimalesdesarrollanTͲALLperonoenfermedadagudadetipomieloide.
La comparación de estos estudios entre ellos y con el modelo establecido en el
presente trabajonos sugierequeel fenotipode la lapatologíaestá influenciadono
sóloporlamutaciónqueseproduceoelgenafectadoporlamisma,sinoelmomento
deldesarrolloenelqueocurre.Enel ratón, lahematopoyesis fetalesbásicamente
hepáticayesplénica,perotraselnacimientosetrasladaprogresivamentealamédula
ósea.Setratadeunprocesoprogresivo,deformaquehastalas8semanasdevidano
se puede considerar que la hematopoyesis haya alcanzado su fase estable de
mantenimiento (Medvinsky et al., 2011; Rieger and Schroeder, 2012). Los estudios
existentesnospermitenpostularqueelsilenciamientodePTENduranteeldesarrollo
hematopoyéticotienecomoconsecuencialaaparicióndeneoplasiaspreferentemente
linfoides,mientrasqueenelcasodemutacionesen laedadadulta,elfenotipode la
enfermedad es mayoritariamente mieloide. Una de las causas de estas diferencias
podríaser laexistenciadediferentesnichosenunayotrasituación (Miethingetal.,
2014;WangandWagers,2011).Porotrolado,hayqueconsiderarqueningunodelos
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modelos previos al nuestro deleciona PTEN de forma exclusiva en células
hematopoyéticas.Nuestro trabajo constitutye elprimerestudioenel cualPTENes
eliminado de todas las células del sistema hematopoyético desde sus inicios, sin
afectaraotros tiposcelularesyevitando laestimulacióndel sistemacon inductores
comoelIFN,elcualhasidodescritocomomoduladordelahematopoyesis(Pietraset
al.,2014).
Otra de las preguntas que surgen de este trabajo es por qué todos los animales
analizadosdesarrollanTͲALLperono síndromesque afecten a las célulasB. Existen
estudios previos que muestran que, mientras la deleción condicional de PTEN en
célulasTmurinasprovocaeldesarrollodelinfomastipoTletales(Suzukietal.,2001),
losratonesquecarecendePTENencélulasBsufrenalteracionesde ladiferenciación
de linfocitosB,peronodesarrollanningún tipode tumor (Anzelonet al.,2003). La
reduccióndecélulasBhasidodescritaporotrostrabajostras ladelecióncondicional
de PTEN en HSC usando el modelo inducible Mx1ͲCre (Zhang et al., 2006). En
concordanciaconestasobservaciones,losratonesheterocigotosPTEN+/Ͳ,conunasola
copiadePTENentodoelorganismo,desarrollanlinfomasdetipoT,perononeoplasias
Bnimieloides(DiCristofanoetal.,1998;Podsypaninaetal.,1999;Suzukietal.,1998).
En resumen,enelpresente trabajo sedescribeunnuevomodelomurinoenelcual
PTENesdeleccionadoexclusivayespecíficamenteentejidohematopoyéticodesdesu
estapafetal.Comoconsecuencia,losanimalesdesarrollanTͲALL,peronootrotipode
neoplasias.YaquePTENesungenmutadofrecuentementeenestetipodepatología
(Gutierrezetal.,2009),elmodelodesarrolladoaportaunaherramientaútilalcampo,
quepermitiráentendercómoseregula lahematopoyesisencondicionesnormalesy
patológicas,asícomoevaluarnuevasaproximacionesterapéuticas.
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3ͲEvaluacióndelinhibidordemTORC1Everolimus
paraeltratamientodeneoplasiasdeendometrioy
tiroidesdeficientesenPTEN

Como semencionó en capítulos anteriores, el desarrollo demodelos animales que
recapitulan las características de las patologías humanas ha permitido no sólo un
mayorconocimientodelosprocesospatológicosdetrásdedichasenfermedades,sino
su uso como plataforma preclínica para validar dianas útiles en la prevención y
tratamientodelaspatologías.
LavíaPI3K/Akt/mTOR es,probablemente, lavíahiperactivadaconmayorfrecuencia
entumoreshumanos,afectandoal30Ͳ50%delosmismos(Samuelsetal.,2004).Este
eje, se encuentra activado de forma aberrante en la mayoría de tumores de
endometrio,asícomounagranpartedeneoplasiasde tiroidesypróstata, siendo la
pérdida de PTEN una de las causas frecuentes de dicha activación. mTOR es una
quinasacentraldelavíaPI3K/Akt/mTOR,queactúacomopuntodeintegraciónlavía.
Se trata de una pieza angular en la progresión tumoral y la resistencia a terapias
antineoplásicas, ya que controla procesos como la proliferación celular, síntesis
proteica,metabolismocelular,organizacióndelcitoesqueletooapoptosis(Menonand
Manning,2008;Wanderetal.,2011).Laconsecuenciade lahiperactivaciónde lavía
PI3K/Akt/mTOR es la alteración de la regulación de dichos procesos, lo cual la
convierten en una atractiva diana terapéutica en el campo oncológico, tal y como
reflejaelcrecientenúmerodeinhibidoresendesarrollo(Hollanderetal.,2011;Liuet
al.,2009).
ElpapeldemTORyAktcomoefectoresde laseñalización iniciadapor lapérdidade
PTENhasidodemostradodeformasólidacruzandoratonesheterocigotosparaPTEN
con cepas deficientes en diferentes componentes de la vía. De este modo, la
deficienciaenPDK1 (Bayascaset al.,2005)oAktͲ1 (Chenet al.,2006)provocauna
alteración de la señalización y la consecuente reducción de la carcinogénesis
endometrialyprostáticaenratonesPTEN+/Ͳ.Igualmente,losratoneshemicigotospara
Mlst8 (un componente común entre los dos complejos mTORC) prolonga la
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supervivenciade ratones con tumoresdepróstataenunmodelodonde se inactiva
PTENespecíficamenteendichotejido(Guertinetal.,2009).
Anivelfarmacológico, losprimeros inhibidoresdemTORquesedesarrollaronfueron
losrapálogos,ademásdeserlosúnicosaprobadosanivelclínicohastalafecha(Bauer
et al.,2015). Se tratade inhibidores alostéricos irreversiblesdel complejomTORC1,
derivados de la rapamicina. En este grupo se incluyen, entre otros,  Everolimus,
Temsirolimus y Ridaforolimus, cuyas diferencias afectan a las características
farmacodinámicasy farmacocinéticas (Wanderetal.,2011).Enmodelosmurinos,se
ha descritoque el tratamiento estos inhibidores reduce y ralentiza eldesarrollo de
neoplasiasde la glándula tiroides (Guigon et al., 2010; Yeageret al., 2008). Efectos
similares se han descrito en ratones heterocigotos PTEN+/Ͳ sobre tumores de
endometrio (Milametal.,2007;Podsypaninaetal.,1999) ypróstata (Blandoetal.,
2009;Majumderetal.,2004;Morganetal.,2008;Zhangetal.,2009).Ennuestrocaso,
evaluamos la respuestaaEverolimusen ratonesCreͲERT+/ͲPTENf/fparacomprobarel
valordelmodelocomoplataformaparaestudiospreclínicosdehiperplasiadetiroides,
yneoplasiasdepróstatayúteroinducidasporlapérdidadePTEN.Enestetrabajo,se
presentan los resultados obtenidos sobre tiroides y endometrio. El tratamiento con
Everolimus,redujosignificativamenteelgradode las lesionesneoplásicasobservadas
enendometrio,deformaquelaincidenciadetumoresseredujoenun75%.Enelcaso
de las tiroides, si bien todos los animalesmostraron una histología hiperplásica, se
observóunareduccióndeltamañode laglándula.Enambostejidos, lareducciónen
losnivelesdefosforilacióndeS6Knosconfirmóque ladosisempleadaeracorrectay
que lavíaPI3K/Akt/mTOR se inhibíade formaeficiente.Delmismomodo, tantoen
útero como en tiroides, se detectó una disminución del marcador de proliferación
celularKiͲ67.Estosresultadosconcuerdanconelmecanismodeaccióndescritopara
los rapálogos, de forma que se observa el efecto citostático de los mismos,
ralentizandoelavancede laenfermedad,perosineliminarla.Todosestosresultados
confirman nuestro modelo CreͲERT PTENf/f como una buena opción para realizar
estudiospreclínicosde terapias contraneoplasias inducidaspor lapérdidadePTEN.
Entre las ventajasdelmodelo,destacan la relativa rapidez con la cual aparecen los
tumores y la reproducibilidad entre animales. Además, el uso de una sola cepa de
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animalesparalastrespatologíaspermitereducirelnúmerodeanimalesempleadosen
cadaestudio,reduciendoasíelcostedelasinvestigaciones.
Ademásdeestaraprobadosparaeltratamientodecáncerrenal(Hudes,2007;Motzer
et al., 2008), astrocitoma subependimal de células gigantes (Franz et al., 2013),
tumoresneuroendocrinosdepáncreas(Yaoetal.,2011)ycáncerdemama(Baselgaet
al.,2012), los rapálogoshanmostrado resultadosprometedoresenotrasneoplasias
resistentesaterapiasestándar.Deestemodo,diferentesestudiosdefase IIyfase III
estánevaluandolaactividaddelosestosinhibidoresenrégimendemonoterapiapara
eltratamientodelinfomas(Anselletal.,2008;Smithetal.,2010;Witzigetal.,2005),
sarcomas (Demetri et al., 2013), cáncer de endometrio (Colombo et al., 2013;
Slomovitz et al., 2015) y otros tumores sólidos.No obstante, aunque los rapálogos
muestranunefectobeneficioso, laeficaciaen régimendemonoterapiaesbastante
modesta.Independientementedelosmecanismosderesistenciaaltratamientoquese
pueden desarrollar durante el mismo, se trata de inhibidores son citostáticos por
definición, no citotóxicos, por lo que no causan la regresión del tumor, sino la
estabilización del mismo. Por este motivo, se está trabajando activamente en el
desarrollo de inhibidores duales PI3K/mTOR, así como en regímenes de terapia
combinadaquepermitan superar losmecanismosde retroalimentacióny resistencia
(Baueretal.,2015).
Unodelosfactoresimportanteseneléxitodeestetipodeterapiaseslaidentificación
de biomarcadores que permitan seleccionar o excluir pacientes, pero también
monitorizarsurespuestaaltratamiento.LaspresenciademutacionesenPTENyPI3K,
asícomoelniveldefosforilacióndeAktparapredecir lasensibilidadanteEverolimus
hamostradoresultadosprometedoresinvitro,deformaquelaactivacióndelavíase
correlaciona con unamayor sensibilidad al tratamiento (DeGraffenried et al., 2004;
Neshat et al., 2001; Shi et al., 2002). Un estudio reciente muestra en un pequeño
grupodepacientesque tanto laactivacióndePI3Kcomo lapérdidadePTEN tienen
efectosbeneficiososantelasensibilidadaEverolimus,peroestosefectosdesaparecen
cuando en el mismo tumor conviven mutaciones activadoras de Ras o Raf (Di
Nicolantonioetal.,2010).Losúltimosdatosenesteaspecto,provienendeunestudio
retrospectivo realizado con más de 1600 pacientes con diversos tumores, el cual
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demuestraquelapresenciademutacionesenPTENy/oPI3Kfavorecenlarespuestaal
tratamiento con inhibidores de la vía PI3K/Akt/mTOR (GarridoͲLaguna et al., 2012;
Jankuetal.,2014;2012).Noobstante,cuandoademássepresentanmutacionesdel
ejeRas/Raf/MAPK,elefecto terapéuticodisminuye significativamente,demostrando
que lahiperactivaciónde la víaMAPKatenúa la tasade respuestaa los inhibidores
PI3K/Akt/mTOR(GarridoͲLagunaetal.,2012;Jankuetal.,2014).Peseaserunestudio
realizadodemanerarestrospectivaynoaleatorizado,confirmalanecesidadderealizar
un cribado de pacientes previo al tratamiento con este tipo de inhibidores, que
permitaidentificaraaquellospacientesconmayorgarantíaderespuestayexcluiralos
resistentes, redireccionándolos a tratamientos más adecuados. Paralelamente, este
tipo de trabajos, impulsan el desarrollo de nuevos inhibidores que actúan sobre
diferentes componentesde lavía,así como la combinación conotros fármacosque
permitansuperarlosmecanismosderesistencia(Hollanderetal.,2011).



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4ͲEvaluacióndelinhibidormultiquinasaSorafenib
enneoplasiassólidasinducidasporlapérdidade
PTEN

LavíaPI3K/Akt/mTORpuedehiperactivarsenosóloporlamutacióndemiembrosde
lavía,sino tambiénpor laactivaciónexhacerbadade los receptores tirosinaquinasa
(RTKs)(Baueretal.,2015).Porejemplo,encáncerdepulmónconmutacionesenEGFR
se produce una hiperactivación de dicha cascada de señalización (Engelman et al.,
2008)(Engelmanetal.,2007).Tantoelrestablecimientodecualquieradelosnodosde
la vía como la inhibición de este tipo de receptores tiene como consecuencia un
aumento de la vulnerabilidad del tumor a los diferentes tratamientos y, por tanto,
interés terapéutico (Khan et al., 2013). Otro de los factores importantes en esta
activaciónesVEGF,conunpapelfundamentalenelcontroldelaneoangiogénesis.Las
líneasdecáncerdetiroidesexpresanmásVEGFquelatiroidesnormalyestefactorse
encuentrasobreexpresadotantoentumorescomoenmetástasisdetiroides.Además,
existe una fuerte correlación entre el tamaño del tumor y el nivel de VEGF, un
marcador de malignidad y progresión metastática (Bunone et al., 1999; Soh et al.,
1997).Tambiénenelcasodecáncerdepróstata,laactivacióndeRTKScomoPDGFR,
EGFR o VEGFR es frecuente y bien documentada (George, 2002). En general, las
terapiasque inhibeneste tipode receptores tienenunefecto supresor sobre la vía
PI3K.Desafortunadamente, nosiempreexisteunasolamutaciónoactivacióndeun
solo receptor RTK, de forma que se convierten en tumores resistentes a la
monoterapia y requieren inhibición de varias quinasas simultáneamente. Siguiendo
estas premisas, en el presente trabajo, hemos evaluado el valor terapéutico del
Sorafenib sobre tumores sólidos causadospor lapérdidadePTEN y,por tanto, con
hiperactivacióndelavíaPI3K.
ElSorafenibesuninhibidormultiquinasaqueinhibe,entreotros,Raf,VEGFRyPDGFR
(Wilhelmetal.,2006)(Wilhelmetal.,2004)(WilhelmandChien,2002)(Wilhelmetal.,
2008).Ennuestroestudio,observamosque,invitro,eltratamientoreducelaviabilidad
de líneas de cáncer de endometrio, tiroides y próstata. No obstante, estas
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observacionesnose reproducen invivo,dondeelefectodel fármacosobre tumores
uterinos en nulo. Hay que tener en cuenta que in vitro el el Sorafenib actúa
directamentesobrecélulastumorales,singrandesbarreraspara llegarasudiana.En
cambioinvivotienequedistribuirseporelorganismohastallegarsusdianas,conlo
cual,paradeterminados tejidos, labiodisponibilidaddelSorafenibpuede sermucho
menosqueinvitro.Además,lapresenciaunestromatumoralyunmicroambienteque
regulatantoelprocesodecrecimientotumoralcomo larespuestaa lostratamientos
empleados.Porejemplo,lascélulasdelestromatumoralpuedenproducircitoquinasy
otros factores que activen los RTKs, promoviendo supervivencia y remodelando el
nichotumoralasufavor(PietrasandOstman,2010).
En general, las líneas celulares mutantes en PTEN y con elevados niveles de pͲAkt
muestranmayorresistenciaaltratamientoconSorafenib,por loque ladisrupciónde
lavíasepostulacomounrequisitoesencialparalaeficaciadeestetipodeinhibidores.
EstudiosrecientesmuestranquelainhibicióndeAktesnecesariaparaqueelSorafenib
puedainducirmuertesobrecultivoscelulares.Deestemodo,lasobreexpresióndeAkt
reduce la muerte causada por el fármaco, mientras que el coͲtratamiento con  el
inhibidordePI3KLy294002aumentalosefectoscitotóxicosdelmismo(Kharazihaetal.,
2012). Acorde con estas observaciones, en nuestro caso, las líneas en las cuales
SorafenibindujodisminucióndepͲAktmostraronmayorsensibilidadalfármaco.Estos
resultadossereproducenenelmodeloanimal,deformaquetantolatiroidescomola
próstatamostraron inactivaciónde lavía,mientrasqueenelúteronoseobservaron
diferenciasentre losanimales tratadosconSorafeniboconplacebo.Enhumanos, la
hiperactivación de la vía PI3K/Akt/mTOR se asocia con resistencia a la terapia con
iRTKs,siendoresponsabledemásdel20%delasresistencias(Cassinellietal.,2013).Si
bien el papel de pͲAkt como posible marcador de respuesta no está totalmente
establecido, existen trabajos que sugieren un papel importante en la respuesta al
fármaco.Unejemploeselcáncerdepulmón,endonde lapérdidadePTENprovoca
unahiperactivaciónde lavíaque reduce la respuestaal inhibidordeEGFRGefitinib
(Sosetal.,2009).Eneste sentido, la identificacióndebiomarcadoresparaayudara
predecir lasensibilidadoresistenciade lospacientesal tratamiento,esuna líneade
investigación prioritaria. Este tipo de estudios permitirá dirigir a los pacientes a un
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tratamientorealmenteefectivo,con importantesconsecuenciastantoanivelmédico
como económico, ya que el tratamiento anual con Sorafenib supera los 160.000
dólaresanualesporpersona(WhiteandCohen,2015).
Anivelmolecular,elmecanismomedianteelcualelSorafenib inducemuertecelular
noestá totalmentedescrito.Noobstante,un rasgo comúnobservadoendiferentes
tiposde tumores invitroes lapérdidade laproteínaantiapoptóticaMclͲ1.Trabajos
previoshandemostrado la implicacióndeeste factoren laapoptosis inducidaporel
inhibidor,deformaquesusobreexpresiónrescataysuinhibiciónsensibilizaalfármaco
(Llobetetal.,2010;Yuetal.,2005).Otrode losfenómenoscomúnmenteobservados
esladisminuciónenlosnivelesdefosforilacióndeeIF4E.Ennuestrocaso,estohasido
unacaracterísticacomúnentodaslaslíneascelulares,asícomoeneltejidotiroideoy
prostático analizado.De estemodo, eIF4E se postula como punto de convergencia
entre los diferentes ejes de señalización, el cual iniciaría la actividad efectora del
Sorafenib.Curiosamente,estefactor iniciadorde latraducciónregula,entreotros, la
traduccióndeMclͲ1. La correlaciónentre la inducciónde laapoptosis, inhibiciónde
eIF4E y reducciónde losnivelesproteicosdeMclͲ1 sehaobservado ennumerosas
líneascelulares(Liuetal.,2006).Noobstante,existeunadesconexióntemporalentre
los tres procesos, lo cual sugiere la existencia de mecanismos antiapoptóticos
redundantesenlascélulastumoralesqueretardanlamuertedelasmismas.
A nivel clínico, el Sorafenib está aprobado para tratamiento de carcinoma renal y
hepatocelular.En cáncerde tiroides,despuésdevariosestudios clínicosde fase IIy
apoyándose en losprometedores resultadosde losmismos (Krajewska et al., 2015;
WhiteandCohen,2015),seinicióunensayoclinicodefaseIII(ensayoDECISION)con
pacientes de cáncer de tiroides metastático o avanzado resistente al tratamiento
convencional con radioiodina (Brose et al., 2014; 2011). Este ensayo demostró un
aumento en el tiempo de progresión de la enfermedad, el cual paso de 5.8 a 10,8
meses,peronoseobservaronbeneficiossobrelasupervivenciaglobaldelospacientes.
Sibienno seobservó respuestacompletaenningunode lospacientes, la respuesta
parcialylaestabilizacióndelaenfermedadobservadaspermitieronsuaprobaciónpor
partedelaFDAen2013.
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Losnumerososensayospreclínicosde fase2realizadosconSorafenibmuestranque,
tras7díasde tratamiento,el fármaco seacumulaenplasma sanguíneoymantiene
una concentración estable en el mismo (Clark et al., 2005). Es posible que esta
acumulaciónde Sorafenibpermitaque,en casode interrumpirseel tratamiento, se
mantengaelefectoterapéuticoduranteunciertoperiododetiempo.Acordeconesta
hipótesis,losanimalesenloscualessecesóeltratamientotras3semanas,mostraron
una supervivencia similar a los tratados de forma crónica. En este sentido, sería
interesante realizar estudios de farmacodinámica y farmacocinética que permitan
optimizareltratamientoparaobtenerelmáximobeneficioterapéuticocon lamenor
toxicidadposible.Noobstante,hayquerecordarqueelSorafenibralentizaelavance
de la enfermedad, pero no la elimina, un fenómeno que también se observa en
pacientes.Dehecho,existeuncasoclínicodecáncerdetiroidesconmetástasisenel
cual el tratamiento estabilizó la patología durante 16 semanas, tras las cuales se
interrumpió. La consecuencia, fue una estabilización de la enfermedad durante dos
meses,perofinalmenteprogresó,talycomoobservamosconnuestromodelomurino
(Krajewskaetal.,2010).
Finalmente,cabedestacarunodelosobjetivosprincipalesactualmenteelSorafenib:la
evaluación del tratamiento en régimen de terapia combinada. Entre los efectos
terapéuticosdelSorafenib,destaca supapelcomo inhibidordeVEGF, locualpodría
impedireldesarrollodemicrometátasislatentestraslaresecciónquirúrgicadeltumor
primario.Noobstante,elusode inhibidoresde laangiogénesisquebloqueanVEGFR
tiene un riesgo porque aumentan los niveles séricos del factor. En este sentido, la
combinaciónconinhibidoresdemTORpuedeseraltamentebeneficiosa,yaqueestos
inhibidores reducen los niveles séricos de VEGF. De este modo, por un lado se
reduciría la cantidad de ligando disponible y, por otro, se bloquearía el receptor
(Fuerederetal.,2010).Losprimerosresultadospreliminaresdeestudioscombinando
SorafenibyEverolimus,aportandatosprometedores,con tasasde respuestaparcial
superioresal50%encáncerdetiroides(Shermanetal.,2013).


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5ͲEstudiodelpapeldelavíaNFͲkBsobretumores
sólidosinducidosporlapérdidadePTEN
LavíaNFͲʃBesconsiderada,actualmente,elnexodeuniónentreinflamaciónycáncer.
Existennumerososestudiosinvivoquedescribenlasconsecuenciasdesuinhibicióny
activaciónde forma individual, sinembargo, la literatura referente a supapelenel
proceso tumoralesmásescasa.Eneste trabajo,describimosunmodeloanimalque
permitelaablacióndePTENeIKKɴentejidosepiteliales,deformasimultánea.Setrata
del primer estudio que relaciona directamente ambas proteínas in vivo y evalúa el
papel de IKKɴ sobre tumores deficientes en PTEN.Nuestros resultados demuestran
que la inhibicióndeNFͲʃB tieneunefectoprotectorsobre lahiperplasiade tiroides,
pero resulta dispensable para el desarrollo de tumores de próstata y útero. Esto
sugiere que el papel de la vía varía en función del tejido, pero también existe la
posibilidaddeque lasfuncionesde IKKɴ independientesdeNFͲʃBafectenelproceso
tumoral, incluyendo inducción de genes de autofagia, alteración de la dinámica del
citoesqueletoofosforilaciónproteicamásalládeIʃB(Perkins,2012).
Trabajospreviosenunmodelodecáncerdecolonasociadoa inflamación,muestran
quelainactivacióndelavíatienediferentesconsecuenciasenfuncióndelapoblación
celular afectada (Greten et al., 2004). Concretamente, el silenciamiento de IKKɴ en
célulasepitelialesdecolonreducelaincidenciadetumores,peronoafectaaltamaño
de losmismos.Encambio,sise inhibeNFͲʃBen lapoblacióndecélulasmieloides,se
observaunadisminucióndeltamañotumoral.Enambassituacionessedemuestraque
la activación de NFͲʃB es esencial para el desarrollo de adenomas de colon. La
influencia de IKKɴ sobre la tumorigénesis, también se ha evaluado en tumores de
próstata. En el modelo TRAMP (el cual expresa el antígeno SV40T en el epitelio
prostático),sehademostradoque ladeleciónde IKKɴen lascélulasepitelialesde la
glándulano tieneefectos sobre la apariciónde las lesiones,pero tampoco sobre la
progresión posterior de las mismas o el desarrollo de tumores resistentes a la
castración(Ammiranteetal.,2010).Sinembargo,cuandoelsilenciamientodeIKKɴse
produceenelsistemahematopoyético,seralentizólaaparicióndelesionesresistentes
a la castración, así como el desarrollo de metástasis. De forma complementaria,
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tambiénsehaestudiadoelpapeldelahiperactivacióndelavíaencáncerdepróstata.
En el trabajo realizado por el grupo del Dr. Johannes Schmid, se muestra como la
activaciónconstitutivadeIKKɴenelepitelioprostáticonotieneconsecuenciassobrela
glándula(Birbachetal.,2011).Sinembargo,siestaactivaciónseproduceenratones
heterocigotos PTEN+/Ͳ, se produce una inflamación persistente y permamente, cuya
consecuenciaesunaumentodeltamañodelaslesionesneoplásicasyeldesarrollode
prostatitis con infiltración de célulasmieloides. Estos efectos están causados por la
producciónmasivadecitoquinas inflamatoriascomo ILͲ1ɴyTNF,peroporpartedel
estroma prostático y células hematopoyéticas.  En conjunto, la vía NFͲʃB juega un
papelfundamentaleneldesarrollodetumoressólidos,asociadosonoainflamación.
Sin embargo, no siempre se trata de un efecto autónomo, sino que puede estar
causadopor laalteracióndelnicho tumorala travésde laproduccióndemoléculas
proͲinflamatorias y otros estímulos aún sin identificar. Por el contrario, en nuestro
trabajo,demostramosqueenneoplasiasdetiroidesinducidasporlapérdidadePTEN,
el papel de IKKɴ es autónomo, ya que la deleción de ambos genes se produce
exclusivamenteen lascélulasepitelialesde laglándula.Noobstante, losmediadores
de este efecto no han sido identificados, por lo que se necesitan investigaciones
complementariasquepermitandescribirelmecanismomolecularimplicado.
Comoyasehadiscutidoencapítulosanteriores, la inactivacióndePTEN tienecomo
consecuencia inmediata, la hiperactivación de la vía Akt/PI3K/mTOR. La interacción
conlavíaNFͲʃBhasidocaracterizadainvitro,peroapenassetienenresultadosinvivo.
PTEN bloquea la activación de NFͲʃB (Mayo et al., 2002) y su pérdida provoca un
aumentodeactividadAktque culmina con la transcripciónde cͲMycyNFͲʃB,entre
otros(Asanoetal.,2004).Larelacióncontrariatambiénsehaobservadoencélulasde
cáncer de pulmón y tiroides, de forma que niveles elevados de p65 reducen la
expresióndePTENytienenunefectoantiapoptótico,mientrasquelasobreexpresión
deIʃBpermiterecuperarlosnivelesnormalesdeambosparámetros(Vasudevanetal.,
2004).Aktutiliza IKKparaactivar la víaNFͲʃB (Madridetal.,2001; Sizemoreetal.,
2002), mecanismo propuesto para promover metástasis y angiogénesis en cáncer
colorrectal(Agarwaletal.,2005).Unodelosefectorespropuestoscomonexoentrela
víaNFͲʃByPI3K/Akt/mTOReselpropiomTOR,elcual interaccionade formadirecta
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conlasIKKs(Danetal.,2007).Sibienlainteracciónseproducetantoconlasubunidad
ɲcomoconlaɴylaɶ,losefectosmáspronunciadossedebenalauniónmTOR/IKKɲ.
Estudios recientes demuestran que IKKɲ fosforila a mTOR en la Ser1415 de forma
dependientedeAkt yqueestaactivación induce laactividaddel complejomTORC1
que,asuvez,fosforilaaS6Ky4EͲBP1(Danetal.,2014).Porotrolado,eltratamiento
invitroconrapamicinaprovocaunasupresióndelaactividadIKK,potencialmentepor
ladisociacióndelcomplejoconmTOR(Danetal.,2008).Estasobservacionessuponen
unvalorañadidoparaeltratamientoconrapálogos,loscuales,ademásdesusefectos
intrínsecos sobremTOR,pueden reducirelmicroambienteproͲinflamatorio tumoral.
En resumen, la vía NFͲʃB actuaría a través de las IKK como efector de Akt,
promoviendolaactividaddemTOR.Demostrarsiesteeselmecanismoqueexplicael
fenotipoobservadoennuestroestudio requiere investigaciones complementarias al
presentetrabajo.
Finalmente,lasobservacionesrealizadasenesteyotrosestudios,ponendemanifiesto
efectosbeneficiososdeladisrupcióndeNFͲʃBsobreelprocesotumoral,deformaque
la inhibiciónde lavíaseconvierteenunaatractivadianaterapéutica.Losesteroides,
antiͲinflamatoriosnoesteroideosyotroscompuestostantonaturalescomosintéticos
han demostrado ser eficaces como inhibidores de NFͲʃB (Van Waes, 2007). No
obstante,hasta la fecha, la industria farmacéuticahapodidodesarrollar inhibidores
específicosde IKKɴ,peronodeotroscomponentesde lavía (BaudandKarin,2009).
Idealmente,setratademoléculascapacesdeatacarNFͲʃBsinafectarotrascascadas
de señalización y con mayor actividad sobre células malignas. En este sentido, es
importante destacar que la inhibición excesiva y prolongada deNFͲʃB puede tener
efectosnocivosparaelorganismodebidoasupapelcentralen la inmunidad innata,
comosediscutiráenelsiguientecapítulo.
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6ͲEstudiodelpapeldelavíaNFͲkBsobreneoplasias
hematopoyéticasinducidasporlapérdidadePTEN
LavíaNFͲʃBtieneuna importancia intrínsecasobre lahematopoyesis,dadosupapel
reguladorenelprocesoinflamatorioycontroldelarespuestainmuneinnata.Poreste
motivo,decidimosevaluarcualerael impactode inactivar laseñalizaciónatravésde
NFͲʃBennuestromodelodeTͲALLCD45:Cre+/ͲPTENf/f.Hastalafecha,ésteeselprimer
estudio en el que se evalúan las consecuencias de inactivar NFͲʃB en neoplasias
hematopoyéticasinducidasporlapérdidadePTEN.Sorprendentemente,eldesarrollo
deneoplasiashematopoyéticasseprodujoantesenlosanimalesdeficientesenPTENe
IKKɴqueenaquéllosque soloperdieron laexpresióndePTEN.Además, ladeleción
simultánea de los dos genes provocó un cambio importante en el fenotipo de la
leucemia,quepasóde linfoideamieloide. Estudiospreviosenel campo,muestran
que la activación de NFͲʃB es esencial para el desarrollo de TͲALL causada por la
inactivacióndelavíaNotch(Espinosaetal.,2010).Endichotrabajo,elsilenciamiento
de NEMO tiene un efecto protector, aumentando la supervivencia de los ratones
deficientesenNotchysinafectarelfenotipode lapatología.Existentresdiferencias
importantes entre ambas investigaciones, que pueden explicar las diferencias
observadasentreunayotra.Primero,elmomentoenelqueseproducelainactivación
deNFͲʃB.Ennuestrocaso, lasdosmutacionesseproducende formasimultánea,de
modoquelaseñalizaciónatravésdeIKKɴquedasilenciadadesdeelpuntoenelquese
origina laenfermedad. Sinembargo,enel trabajodel grupode laDra.AnnaBigas,
primero se permite el establecimiento de la patología y es entonces cuando se
produceelsilenciamientodeNEMO.Estasobservacionessugierenque la inactivación
delprocesoinflamatoriopuedejugarpapelesdiferentesenfuncióndelmomentoenel
queseproduzca.Segundo,comoyasediscutióencapítulosanteriores,lainactivación
deNFͲʃBeneltrabajocitadoseproduceconelmodeloanimalMx1ͲCre,elcualnoes
específiconiexclusivodelsistemahematopoyético.Laregulacióndelahematopoyesis,
así como de las patologías que afectan a este tejido, está muy influenciada por la
producción citoquinas y otros factores extrínsecos (Mirantes et al., 2014). Por este
motivo,elusodelanimalMx1ͲCre,enel cual la recombinasaactúa tambiénanivel
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hepático,puedealterar laproduccióndedichosfactores,conconsecuenciassobreel
desarrollo tumoral. En este sentido, el modelo CD45:Cre permite superar estas
limitaciones. El papel de NFͲʃB sobre neoplasias hematopoyéticas también se ha
estudiadoenelcasode leucemiasmieloidescausadaspor la fusióngénicaBCRͲABL,
también conocida como cromosoma filadelfia.Recientemente, sehadescritoque la
inhibicióndeIKK(ɲóɴ)tieneunpapelprotectorsobrelaenfermedad(HsiehandVan
Etten, 2014), atenuando su agresividad y ralentizando tanto su aparición como
progresión. Es posible que la inactivación deNFͲʃB influya demanera diferente en
neoplasiaslinfoidesymieloides,asícomoqueestosefectosdependandelamutación
omutacionescausantesdelapatología.
Losestudioscitadosanteriormente,asícomodiversasinvestigacionesllevadasacabo
en otros tejidos y órganos, han convertido la vía NFͲʃB en una atractiva diana
terapéutica,centrandolosesfuerzoseneldesarrollodeinhibidoresdeIKKɴ(Baudand
Karin,2009;VanWaes,2007).SeconsideraquelaactivacióndeNFͲʃBatravésdeIKKɴ
juegaunpapel fundamental enel control transcripcionalde la inflamación aguda y
crónica(BonizziandKarin,2004).Sinembargo,porestemotivoyenconcordanciacon
nuestros resultados, elbloqueode la víade forma continuadapuede tener efectos
indeseadoseinesperados.LadelecióndeIKKɴencélulasdelsistemahematopoyético
se ha conseguido mediante el uso de diferentes modelos animales, más o menos
específicos,siendomásempleadoelratónMx1ͲCre.ElsilenciamientodeIKKɴenestos
animales tiene como consecuencia el desarrollo de neutrofilia de forma rápida y
eficiente,provocandolamuertedelosmismosalos6mesesdeedadporinflamación
sistémica(Gretenetal.,2007;Hsuetal.,2011).Estosmismosresultadosseobservan
con la inhibición farmacológica de IKKɴ si ésta se produce de forma prolongada.
Sorprendentemente, la deleción de IKKɴ exclusivamente en células mieloides no
provoca este tipo de alteraciones, lo cual sugiere implicación de HSC u otros
progenitoreshematopoyéticosenelproceso(Gretenetal.,2007;Mankanetal.,2011).
OtradelasconsecuenciasdelainhibicióncrónicadeIKKɴenestetejidoeselaumento
delasusceptibilidadainfeccionesyshockséptico,ambosefectosmediadosporILͲ1ɴ
(Gretenetal.,2007;Hsuetal.,2011).Laproduccióndeestacitoquinaaumentatrasla
inhibicióndeIKKɴysepostulacomomediadoradelaumentodecélulasmieloides(Hsu
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etal.,2011).Losresultadosdenuestroestudionoreflejanesteaumentoentodoslos
animales, sóloenaquéllos ratonescon laenfermedadmásavanzada.Esto sepuede
deberlaqueelaumentodelaexpresióndeILͲ1ɴnoseproduceentodoslosórganos
hematopoyéticos,sinopreferentementeenlamédulaósea,deformaquesusecreción
provoqueunefectosistémico.Enestesentido,sepodríahablardeunnichotumoral
hematopoyético,encargadodelmantenimientoyavancedelaenfermedad(Schepers
et al., 2015).  Por otro lado, es posible que el incremento de transcripción de la
citoquinaestéasociadoaetapasavanzadasdelapatología,motivoporelcualsólose
detectóelaumentoen los ratonesmásenfermos.Sorprendentemente, losanimales
condelecióndePTEN,peronode IKKɴmostraronuna importante reducciónde los
nivelesde ILͲ1ɴenbazo,anivelde transcripción.Estoapoya lahipótesisdeque se
tratadeunacitoquinaprincipalmentemielogénica,deformaqueseveríadisminuída
enanimalesqueempiezanadesarrollarneoplasiaslinfoides.
Unadelaslimitacionesdenuestromodeloeselhechodequelaenfermedadaparece
antes en animales CD45:Cre+/Ͳ PTENf/f IKKɴf/f que en aquellos que conservan la
expresión de IKKɴ. Una estrategia válida para solventar dicha limitación sería el
transplantedemédulaóseaenreceptores inmunodeficientesotras laablaciónde la
médulaóseadelosmismos.Laobservacióndeleucemiasdefenotipolinfoidecausada
pordonante CD45:Cre+/ͲPTENf/f IKKɴ+/+ymieloideen casodedonantesCD45:Cre+/Ͳ
PTENf/f IKKɴf/f sería la prueba final para validar las observaciones realizadas en el
presentetrabajo.
En conjunto, nuestros resultados demuestran un papel importante de la vía NFͲʃB
comomoduladordelfenotipodeneoplasiashematopoyéticasinducidasporlapérdida
de PTEN. Si bien la inhibición de la vía puede tener efectos beneficiosos en el
tratamiento de patologías, ya sean tumorales o no, no se pueden obviar las
consecuencias a largo plazo de este tipo de tratamientos, que se presentan como
armasdedoblefilo.
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Primera
LadelecióndePTENencélulasepitelialesprovocaelrápidodesarrollodeneoplasias
deendometrioypróstata,asícomohiperplasiadetiroides.
Segunda
El modelo CreͲERT PTENf/f supone un nuevo modelo para el estudio de neoplasias
solidasinducidasporlapérdidadePTENconvalorpreͲclinico.
Tercera
LadelecióndePTENencélulasCD45+causalaaparicióndeTͲALLenratonesadultos.
Cuarta
El tratamiento con Everolimus tiene efectos beneficiosos sobre neoplasias de
endometrioehiperplasiadetiroidesinducidasporlapérdidadePTEN,ralentizandosu
progresiónydisminuyendolaproliferacióncelular.
Quinta
El tratamiento con Sorafenib disminuye la viabilidad de líneas tumorales de
endometrio,próstataytiroidesinvitro.
Sexta
EltratamientoinvitroconSorafenibprovocaunadisrupcióndelejePI3K/Akt/mTORa
travésdeeIF4Eenlíneastumoralesdeendometrio,próstataytiroides.
Séptima
El tratamiento con Sorafenib reduce la hiperplasia de tiroides y las neoplasias de
próstatainducidasporlapérdidadePTEN,ralentizandosuprogresión.
Octava
LainhibicióndelavíaNFͲʃBatravésdeIKKɴdisminuyelaincidenciadehiperplasiade
tiroidesinducidaporlapérdidadePTEN.
Novena
IKKɴesdispensableparaeldesarrollodeneoplasiasdetiroidesypróstatadeficientes
enPTEN.
Décima
La deleción simultánea de PTEN e IKKɴ en células CD45 altera la hematopoyesis y
provocaeldesarrollodeneoplasiasmieloides.
Onceava
Tanto la deleción de PTEN como de IKK ɴ alteran la producción de citoquinas
inflamatorias.
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FE DE ERRATAS 
Estimado miembro del tribunal, me dirijo a usted para comunicarle la existencia de varios 
errores en la memoria de mi Tesis Doctoral “Estudio de PTEN como supresor tumoral: 
desarrollo de modelos animales, evaluación de terapias dirigidas e interacción con el proceso 
inflamatorio”. Le ruego disculpe las molestias. 
 
Figura 55b: La serie blanca indica hiperplasia; la gris EIN y la negra histología normal. 
Figuras de la 78 a la 82: En vez de Cre:ER
T
 se trata de animales CD45:Cre. 
 
Atentamente, 
 
Cristina Mirantes Barbeito. 
